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Neue Oberflachenprotein- (HBsAg-) Variante des Hepatitis B Virus 

Die Erfindung betrifft Sequenzen einer neuen Mutante oder Variante des Hepatitis B 
surface Antigens (HBsAg) und IVIetlioden, dlese Genom- und Protein-Variante sowie 
dagegen gerichtete Antil^orper aus Patientenproben zu detelctieren. 

Die neuen Sequenzen fOhren zu 5 noch nicht bekannten Aminosaure-AustaUschen in 
dem Hepatitis B surface Antigen, HBsAg in den Aminosaurepositionen 115 bis 181 
der Aminosauresequenz des surface Antigens, wobei sich 4 Subsfrtutionqn in der 
■Region der a^Detemninante befinden (aa 101 bis aa IJBO) sowie 1 Substitution in un- 
mrttelbarer Nachbarschaft davon (aa 181). 

Die Erfindung betrifft aucli immunchemische Nachweisverfahren zum gleichzeitigen • 
Nachweis dieser neuen HBV - Variante zusammen mit bei<annten Varianten/Sub- 
typen sowie die Verwendung der neuen Sequenzen in Verbindung mit bekannten 
Sequenzen zum gleichzeitigen Nachweis von HBV-spezifischen Antikorpern. Die An- 
tigen bzw. Antikorper-Bestimmungen konnen jeweils in einem Testansatz differenzie- 
rend Oder nicht-differehzierend durchgefuhrt werden. 

Schliedlich betrifft die Erfindung auch den Nachweis der entsprechenden Nuklein* 
s3tiren mit Hilfe sogenannter NukleinsSure-Tests (z.B. Polymerase Chain Reaction, 
PGR) mit Hilfe geejgneter Primer sowie die Venwendung der neuen AminosSiirese- . 
quehzeh zur Erzeugung von Impfstoffen. 

Das Hepatitis B Virus ist bekanntermaHen der Ausldsisr einer Vielzahl von Erkran- 
kungs-Verlaufen von milden inapparenten Infektionen bis hin zu chronisch aktiven 
und fulminant veriaufenden durch yirale Infektionen ausgelSsten LeberentzQndungen. 
(Vimshepatitiden). 

Die chronische lnfel<tion mit HBV stellt mit geschatzten 400 l\/lilIionen betroffenen 
Menschen ein globales Gesundheitsproblem dar (Lee, N. Engl. J. Med. 337; 1733- 
1745(1997)). 
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Als geelgnetste Prophylaxe fQr die weltweit hSufig anzutreffende HBV - Infektlon gilt 
die aktive Immunlslemng (Stimulation der Antil<6rperantwort durch Antigengabe) und 
auGi? die passive Immunislerung (durcli Injelction praformierter Antil^Srper). 

Das HBV geliort zu den Hepadna-Vireh und stelit ein Viruspartil^el mit einem Durcli- 
messer von 42 nm daf. das aus Kern und HQlie besteht. Das Genom dee Virus 1st ' 
eine doppelstrangige, ringfSmnige DNA-. Sequenz von etwa 3200 Nul^Ieotiden. die 
mindestens sechs verschiedene virale Gene Icodieren (Tiollais et al., Nature 317: 
489-495(1985)). " . ' . 

Is liegen vier offene Leseralimen fQr die Bildung der viralen Proteine vor. 
Im S-Gen liegt die Infbmiation fOr das HBV surface Antigen (HBsAg). das auch small 
protein (S) g6nannt wird, Daneben gibt es grofiere Fomien, die als large protein (L) 
und middle protein (M) bezeichnet werden. Allen'drei Proteinen gemelnsam ist die ' 
226 Aminosauren umfassende S-HBsAg Sequenz (Gerlich et al.. Viral Hepatitis and 
Liver Disease, Hollinger et al., William-Wilkens, Baltimore, MD, pages 121-134 
(1991)). Die Proteinregionen vor dem small HBs werden auch Pre-SI und Pre-S2 ■ 
bezeichnet, umfasseri 108 bzw. 55 Aminosauren und sind belde in dem L-Proteih 
(389 Aminosauren) enthalten, wahrend das M-Protein nur das Pre-S2 zusammen mit 
dem S-Antigen umfadt (281 Aminosauren). Die Pre-S Proteine weisen unterschiedli- 
che Glykosilierungsg^rade auf und tragen die Rezeptoren fOr die Erkennung der 
'Leberzellen. 

Das C-Gen tragt die Infomiation.fQr das Nukleokapsid Protein, Hepatitis B Core Anti- 
gen (HBcAg). Die Translation dieses Proteins kann bereits in der Pre-C-region star- 
ten und zur Bildung von Hepatitis B e-Antigen (HBeAg) fOhren. Das HBeAg weist 
gegenQber HBcAg eine andere Faltung und Immunogenitat auf. HBeAg kpmmt im 
Gegensatz zu HBcAg frei im Serum vor und wird bei positivem Nachweis als Indika- 
tor fQr die Bildung von HBcAg und damit fiir die Bildung infektiOsfer Vinjspartikel an- 
gesehen. 
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Dle im Vimspartikel enthaltene Reverse Transkriptlons DNA-Polymerase wird von P- 
Gen codiert und fQr das Transaktivatbr X-Gen wird eine ursachliche Rolle bel der 
Entstehung voir HBV-assoziierten primaren Leberzell-Karzinomen diskutiert. 

Der virale Replikationszyklus von HBV umfaRt eine intrazellulSre pre-genomlsche 
RNA, die im viraien Nukleocapsid in die in DNA umgeschrieben wird. Da die HBV - 
eigene Reverse Transkriptase DNA- Polymerase Qber kein^ Richtigkeits-Lesefahig- 
keit verfOgt (proof-reading capability), werden mit relativ hoher HSuflgkeit falsche Nu- 
kleotide eingebaut. Als Folge weist das HBV eine IVIutationsrate auf. die mit ca. 1 
Nukleotid/IOOOO Basen/lnfektionsjahretwadem 10-fachen dessen entspricht, was 

I3nd^rB DNA Viren aulweisen (Blum. Digestion =56: 85-95 (1995); Okampto et al.. Jpn. 
D. Exp. Med. 57: 231-236 (1987)). 
Daneben treten such recht haufig Deletionen und Insertionen auf (Carman et al.. 
Lancet341: 349-353 (1993)). 

Dieresultierende Variabilitat von HBV driickt sich unter anderem in dem Auftreten 
von 9 serologisch definierten Subtypen (Courouce et al., Bibliotheca Haematologica 
42: 1 (1976) und insgesamt nriindestens 6 verschiedenen Genotypen aus, die mit A 
bis P bezeichnet werden (Abb.l) und eine geographische Verteilung aufweisen. . 
(Norder et al., J. Gen. Virol. 73: 3141-3145 (1992), Norder et al.. Virology 198: 489- 
503 (1994)). , . 

AuBerdem werden eine Reihe von Mutanten beschrieben, bfei denen 1 Amihosaure 
Oder mehrere ausgetausclit vorliegen. fehlen Oder Qberzahligsind. 

Neben natQrIichenflAeise stattfindenden Mutationen (Cooreman fet al.. Hepatology 30: 
1287-1292 (1999) kann eine Gabe von HBV Immunglobulinen und/oder eine antivi- 
rale theraple (z.B. mit Lamivudine) einen sogenannten Selektionsdmck ausQben. 
was zum vennehrten Auftfeten sogenannter „Escape-Mutanten" fuhren und die Auf- 
tretens-Wahrscheinlichkeit von HBV-Mutanten deutlich erhohen kann (Ten-ault et ah.- 
hepatology 28: 555-561 (1 998); Tillmann et al.. Hepatology 30: 244-256 (1999); Hunt 
et al.. Hepatology 31: 1037-1044(2000). • • . , 
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N.cht alle HBV-Mutatlonen fQhren zu repllkatlonsfahigen VIren und oft liegt elne Co- 
. exrstenz mit repllkatlonsfShigen Vfms vor. was auch die Sequenziemngs-Genauigkeit 
von lsollerter.pNA limltlert Oder gar zur Nichterkennungyon verSnderten Sequenzen 
durch PGR.. Kloniemngsarbeiteh mit anschlieBender Sequehzierung fQhrt wenn 
diese.quantltativ < 10 % der Gesamt-DNA ausmachen (Cooreman etal.'. J. 
Biomed. Scl. 8: 237r247 (2001). 



Demnach ist die Isolierung von Mutanten vortellhaft wobei die sich anschliefiende 
Identifizlerung und Charakterlslemng einzelner Mutanten mSglichenA^eise zu vertes- 
serten Vakzinen und Diagnostika filhrt. 




le Immunantwort nach einer Infektlon mit HBV ist hauptsachllch gegen die soge- 
nannte a-Determlnante als elne alien Hepatitis B Viren gemeinsarrie Region des S- 
Protelns gerichtet. die sich auf der OberflSche der Viruspartikel befindet (Gerlich et 
al.. supra) und die den heterogensten.Teil der B-Zell-Epitope des S-Gens daretellen. ' 

. Als Blndestellen fbr Antikorper werden nach heutigem Kehntnisstand.nsgesamt mln- 
destens 5 sich tellweise Qberlappende Epitope auf der a-Determlnante zwlsch6n 
Aminosaure-Position 101 und 180 angenommen (Abb. 1 und 2) wie durch dl6 An- 
wendung von monoklonalen Antikerpem gezelgt werden konnte. (Peterson etal.. J. 
Immunol. .132: 920-927 (1984)). 

Es handelt sich hauptsachllch um komplexe Konfomiations-Epltope. die durch meh- 
rereDlsulfid:Brtlcken sfeblllslert werden. Tellweise liegen auch Sequenz-Epitope vor 
d.e mit Hllfe synthetlsch hergestellter zykllscher Peptid-Strukturen dar^estellt werden 
kdnnen: 

'Sogenannte „schQtzende Antikorper", die nach ein6r naturlichen Infektlon rtiit HBV im 
Sertim zirkulleren. sind zu 99 % gegen die sehr immunogene a-Determinante des 
HBV gerichtet (Jilg. Vaccine 16: 65-68 (1998). 

Auf diese Tatsache stotzt sich die breite Anwendung der Immunlsierung mit Vakzi- 
nen. die entweder aus Hurrianserum isollert oder gentechnploglsch herge^tellt wur- • 
den und die Verabreichung von Hepatitis B Im.munglobulinen. die humane HBV - 



spezlfische AntikSrper.enthalten. Belde prophylaktischen Strategien beruhen auf dem 
neutrallsierenden. Effekt, die HBsispezlf.sche Antikorper nach Bindyng an die ..a- • 
Loop-Epitope- entfalterr (Carman etal!. Hepatology.24: 489-493 (1996). Mulle'r et al.. 
J, Hepatol. 13: 90-96 (1991) und Samuel et al.. N. Engl. J. Med. 329- 1842-1847 ' 
(1993)). . . • 

Ahnllch beruhen heute welt verbreltete DlagnostlKa auf der Blndurig von a-Determl- 
nanten-spezlflschen AntlkOrpem Tnlt Epitopen der a-Determlnante. . 

So wird bel der Irn Bjutspendewesen weltwelt angewendeteh HBsAg-Bestimmung mit 

timmunchemlschen Bestlmmungsmethoden Im Semm von Spendem ziri<ulierendes 
HBV Oberflachenantrgen.mIt AntlkOrpem gegen die a-Determinante (ployklonal oder 
monoklonalen Urspmngs) nachgewiesen und bel positivem Resultat die entspre- 
chende Blutspende venworfen, lim iatrogene HBV Infektlonen durch HBV-kontamI- - 
niertes Blut zu verhindem. Eine weltere Anwendung der HBsAg-Bestlmmung llegt Im' 
. Nachweis einer vorllegenden akuten HBV-lnfektion: Umgekehrt wlirl mit der Bestlrri- 
mung von HBs-spezifischen Antikorpem Im Blut von Probanden mit eln^m posltlven . 
Bestlmmungsresultat von HBsAg-spezlfischen AntlkOrpem (Antl-HBs) nachgewiesen. 
dad entweder eIne natqrilche Infektlon^ abgelaufen Oder dali eine durchgeflihrte Vak-' 
zinierung erfolgreich verlaufen Ist. 

SchlieBllch beruht auch die Nuklelnsaure-Testung zB. mIt Hllfe der Polymerase- 
Chaln-Rektlon (PGR, POlymerase-Ketten-R^aktlon) auf der Verwendung vpn Primem 
(Starter), die fQr die HBV Nukleotide speziflsch sind. 

Auf Grund der zentralen Rolle. die die a-Determlnante bei der aktiven Immunisierung 
(Vakzlnierung mit HBV Antigen), der passiven Immunisierung (Schutz durch HBV - 
spezlsche Immunglobuline). dem Nachweis von Impferfolg bzw. stattgefundener. HBV 
Infektlon (beldes mitteis Bestimmung von HBsAg.spezlschen AntlkOrpem, Anti- . 
HBs)und schlleRllch der Sicherheit im Blutspendewesen (HBsAg-Bestlmmung lind' 
PGR), ist verstandlich, daB in Fachkrelsen das Auflreten von Mutenteh und auch 
neuen Varianten mit groBer Autmerksamkeft verfolgt wlrd. 
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Als Konsequenz kOnnten In cier a-Determinante des HBV veranderte aber replikati- 
. onsfahlge. neue Mutanten und/oder Varianten sowoh! das prophyJaktische als auch 
das dlagnostlsche konzept uhterlaufen (Brind et al., J. Hepatol. 26: 228-235 (1997), 
Fischer et al..Transplant Proc. 31 : 492-493 (1999). Ghany et a!., Hepatology 27: 213- 
222 (1998), Protzer-Knolle et aJ., Hepatology 27: 254-263 (1 998). Carman et al.. 
Gastroenterology 102: .71 1-719 (1992) und Coleman et al.i WO 02/079217 Al 
(2002)). , ' 



i 



Die Abgrenzung von Varianten und Mutanten des HBV 1st nicht scharf. wobei ein 
diesbezQgllcher Vorsphlag breite Anwendung findet (Camian. J. Viral Hepat. 4 
^§uppl.1): 11-20 (1997). 

>em zu Folge sdllte die Bezelchnuhg .Variante" fQr natQrilcherweise vorkommende 
Subtypen angewendet werden. die ohne bekannte Interferenz durch Selektionsdruck 
(antivirale Therapie und / oder Immunglobuiln-Gabe) auftreten und ein geographi- \ 
sches Vertellungsmuster aufweisen. 



Die Charakterisiemng und anschlieRende Klassifizieoing der Subtypen erfolgt mit 
Hfilfe monoklonaler Antikorper und basiert auf einem verSnderten Reaktlonsmuster 
auf Grund des Austauisches von eirier oder wenigen Aminlsaure(n). Die Grundla'ge- 
der Klassifizienjng stellen die Aminosaurepositionen 122 oder 160 der verbreitetsten 
HBV Sequenzdar: aa 122 und aa 160 =Lysin, K. 

Alle Serotypen enthalten die Galppen-speafische a-Detemiinante, wShrend 
die aa 122 und zusatzlich 133 und 134 den d- bzw. r-Subtyp und.aa 160 die Zuge- 
hdrigk^it zum w- bzw r-Sut)typ bestimmen. Auf dieser Basis lassen sich HBV Subty- 
pen grab in adr. adw. ayr oder ayw einteilen. die sich welter in mindestens 9 Sub- 
Subtypen uhterscheiden lassen: aywi. ayw2, ayw3, ayw4. ayr, adwr2, adw4, adrq+ 

und adrq- (Swenson et al.. J. Virol.lVIeth. 33: 27-28 (1991), Blitz et al. J. Clin. 
IVIicrobiol. 36: 648-651. Ashton-Rickardtetal.. J. Med. Virol. 29: 204-214.(1989)). . 

Da diese Klassifizierung eine serologische Reaktivitat zur-Gmndlage macht, muB 
nicht jedeTypisierung notwendlgenveise eIne VariabilitSt auf der Aminosaure-Ebene 




bedeuten. weshalb dem Genotyping auf der S-Gen-Ebene der Vorzug gegeben wird 
(Ohba et al., Virus Res. 39: 25-34 (1 995). 

Subtypen treten aus noch nicht bekannten Griinden in bestlmmjen geographischen 
(jnd ethnischen Mustem auf. ' . :. 

Die Bezelchnung Mutation sollte nach Camian Varlanten vorbehalten bleiben, die ■ 
ausschiieisncli unter Selektionsdmck wie Vakzinlerung oder antiyirale Therapie ent- 
stehen. Es:sind ber^its viele IVIutatlonen beschrleben. worclen. von denen mahche zu 
diagnostisch falschen Befundungen fDhrteh (Caiman et al.. Lancet 345: 1406-1407) 
und von denen die nachstehend geriannten aa-Austausqhe belspielhaft zitlert wer- 
'den: ' . .• 



Consensus: . aa-Position 


Mutanfe: 


I. 


.110 . 


V 


P 


■ . Ill 


T 


T 


114 


S 


T- 


116 


S 


P 


.120 


; T/s . ■ 


. T 


123 


A/N 


. I/T 


126 


A/S 


Q 


-129 


H / R 


K/M ■ 


.133 


L 


T : 


. 143. 

* 


M/L . 


D ' 


144 


iH/A/E 


G 


.145 


R/A 


A 


• '■. 157 . 


R 



sowie Cystein Austausche In den aa-Positlorien 1 07, 1 24, 1 37, 1 47 & 1 49. 
(Coleman, supra; Okamoto et al., Pediatr. Res. 32: 264-268 (1992); Ztiang et al., 
Scand. J. Infect. Dis. 28: 9-15 (1996); Zuckemiann et al.. Lancet 343: 737-738 
(1994)). ... 
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Oberraschend wurde in einer Humanprbbe eines an LeberenteQndung erkrankten 
. Patienten aus Frankrelch (Interne Nun^mer: 1 19617) ein atypisches Reaktionsmuster 
von Hepatltis-Markem gefunden. • • 

Neberi dem Krankheitsbild mit Erh6hung der fur eine derartige Infektlon typlschen 
. Leb^nverte welsen auch nacbgewlesene Hepatitis Core AntlkOrpor der IQli/I-Klasse 
auf eine.akute HBV-lnfektion bin. ohne daU allerdlngs der HBsAg-NachwsIs mit el. 
nem zugeiassenen leistiingsstarkeh HBsAg-ELI3A gelahg. 



i 



Eine durchgefDhrte PGR ergab Qberrasghend bel der Probe eIn positives Resultat 
und das Sequenzlerun'gsgrgebnis fQhrte.vOlllg Uben^schend. zu der in Abb. 3 und .4 
largestellten Nukleotld-Sequenz und der In Abb. 5 und 6 abgebildeten Aminos^re- 
Sequenz. die belde unenyartetzu dem beschriebenen Substltutionsmuster fQhrten. 



Aus diesen 3equenzen wird deutlich. dali es sich v6liig Qberraschend nicbt urn eine 
Punktmutatlon. d.h.. Austausch weniger Nukleotide und auch nidht um einen mcigli- 
chenveise Serologisch zu charakterisierenden Subtyp handelt. da insgesarnt n=5 
Aminos^uren in der Region von aa 1 15 bis 181 gegenQber dem Genotyp A substltu- 
lert vorliegen. Im Hinblick auf die HSufigkeit der Amlnos§ure-Sufastltutlonen 1st Qber- 
raschend davon auszugehen. dali es sich um eine neue IVIutante handelt oder daB 
die IVIutationen so ausgeprSgt slnd. daS die Konsequenz eher als neue Varlante zu 
beschreiben 1st. die Im Folgenden als HDB 05-Variante bezelchnet wIrd. 

Die Analyse der besten Oberstlmmung der Aminosauresequenz der a-Determinante 
mit bekannten Sequenzen.verweist auf Genotyp A (Abb. 1). Subtyp adw (Abb. 2) 
von dem sich die neue Variante Qben^schend allerdings in 4 aa-Posltiorten unter- 
scheldet. Promlnentestes Merkmalsind die 2 benSchbarten Substitutionen in der 
Region zwischeh aa 1 15 und 120 und zvvischen aa 1 54 uhd 1 64 sowie die aa- ■ 

Position #181 in unmittelbarerNachbarschaft der a-Detemiinante gem§R Abb 1 5 
und 6. ' • 

Da bekannt ist. dalS Epitope auf der a-Detemninante stmkturbedlngt sirid. das hellit 
als sogenannte Konfomiatlonsepltope voriiegen kOnnen. Ist es naheliegend, daU die 



Immunogenitatund auch die Bindefahigkeit von AntikSrpern an die a-Determlnante 
durch den Aminosaure-Austausch in Position # 181 beelnflullt werden kann. 

SchlielSllch wurde voiiig Oberraschend eine Identitat der Nukleotid- und Amlnosaure- 
Sequenz von Serumprobe # 1 1 961 7 mit den entsprechenden Analysenresultaten 
einer unabhangigen anderen Serumprobe aus Osterreich festgestellt (Interne Num- 
mer: 1 18457), die ebenfalls von einem an LeberentzQndung erkrankten Patlenten 
stammt. baraus kann geschlossen.werden. dali es sich bei HDB 05 um eihe repllka- 
tionsmhige und Infektldse IVIutante bzw. Variante von HBV handelt. die eine geWisse 
Verbreitung gefunden. haben kann. 




(ie vorilegende Erfindung umfalit eine isoiierte Nukleotid-Sequenz, die zu minde- 
stens 65 % mit SEQ ID No. 1 Identlsch 1st bzw. mit einem Fragment dieser in Abb. 3 
und 4 daigestellten Sequenz. das spezifisch zum Komplement der SEQ ID No: 1 bis 
11 hybridlslert. ' . . 

Zusatzlich. beinhaltet die vorliegende Erfindung eine isoiierte Nukleotid-Sequenz, die 
die vorliegende erfindungsgemSfSe Variante der a-Determlnante des Hepatitis b' 
surface Antigens (HBsAg) in den AminosSuren-Positionen zwischen aa 101 und 180 
kodiert bzw. zu einem Peptid-Prpdukt fOhrt. das in der aa-Sequenz zu mindestens 65 
% mit der In Abb. 5:und 6 d^rgestellten SEQ ID JMo: 12 Qberelnstlmmt oder Frag- 
menten davon gemSB SEQ ID No: 13 bls22. 

Des welteren beelnhaltfet die vorliegende Erfindung einen Vektor, umfassend eine 
Oder mehrere dbr genannten Nukleotld-Sequenzen wie auch eine Wirtszelle, die die- 
sen Vektor.enthait und eine Methode zur Darstellung eines entsprechenden Poly- 
peptides aus der a-Determlnante. un^fassend die Inkubation der oben genannten 
WIrtszelle Hber Zeiten und unter Bedingungen. die fQr die Expression des Polypepti- 
des ertbrderlich sind. . 

Auch Gegenstand der Erfindung sind Antikorper. die mit der In SEQ ID No: 11 bis 22 
beschriebenen a-Determinante reagieren. wobel die Bihdung bevorzugt In dem Ami- 
nosaureberelch aa 115 bis 120. aa 154 bis 164 oder aa 154 bis 185 erfolgt. Die AntI- 



karper kSnnen polyklonaler> oder monoklonalen tierischen oder mehschlichen Ur- 
sprungs sein. • . . 




EIne isollQrte HBV Variants ist ebenfalls Gegenstand der Erfindung. wobei das Virus 
eine a-Determinante aufWeist, die den aa-Sequenzen mindestens zwischen Position 
115 urid 120 and/Oder aa 154 Ws164 bzw. aa 154 bis 181 entspricht. idealenrt^eise 
alien genannten Regionen zwiscfien .1 15 und 181. 

Auch eine immunogene MIschung zur Erzeugung polyldonaler oder monoklonaler 
AntikSrper ist Gegenstand der voriiegenden Erfindung umfassend das beschriebene 
jsolierte HBV oder ein bzw. mehrere der.beschriebenen Poypeptlde. 

Die Erfindung beinhaltet aUch eine Poly-Nukleotid-Sonde. enthaltend eine HBV 
Genom-Sequenz, welche durch Substitution von Aminosauren zu einer modifizierten 
a-rDeterminanten fQhrt, die mit der beschriebenen aa-Sequenz der neuen HBV-Vari- ' 
ante Identisch ist oder zu mindestens 65 % entspricht. 

Auch Kits zum Nachweis von Polynukleotiden der HBV-Variante rtiit Hilfe der ge- 
nannten Sonde wie auch Kits zum Nachweis voh HBsAg der Variante bzw. ein. 
zelnen Epitopeh davon und Antikorper. die fOr die Variante oder Epitope davon 
spezlfisch sind. sind ebenso Gegenstand der Erfindung. wie die IVIethoden des 
Nachweises von Polynukleotiden. Antigen und AntlkOrper. umfassend eine Irjku- ' 
bation zur Bildung entsprechender Komplexe und Nachweis dieser Kpmplexe 
durch geeignete dem Fachmarin bekannte Verf'ahren^. 

• ■ • ■ • 

Die AusfQhrungsformen dieser Kits und Nachwelsmethoden k6nnen zum spezifi- 
schen und alleinigen Nachweis von Nukleotlden und Antigen der HBV-Variante 
bzw. dagegen gerichteterAntikbrper ausgelegtsein oder supplementar, d.h. den 
zusafelichen Nachweis der erfindungsgemaUen Varianten-Analyten zu derzeltig ' 
bekannten. HBV-Nucleotiden; - Antigenen bzw. - AntikSrpem gestatten. 



Analog kann efoe immunogene Mischung von erfindungsgem§Ben Polypeptidse- 
quenzen auch in Verblndung mit bekannten Antigenen z.B. fUr die Verbesserung 
der Wirksamkeit einer Vakzine angewendet werden. 

/ . , • ' . ■' ' . . 

Die vortiegende Erfindung ist darUber hinags in den PatentansprQchen 
beschrieben. 



Beschrefbung der Abbildurigeil: 

Abb. 1 stent eine Obersicht der Aminosaure- Sequenzen der a-Determinante .von 
6 beschriebenen Genotypen des HBV im Vergleich zu HDB 05 dar. . ' 

> ' ' ' ' ' . . ^ 

In Abb. 2.sind die Nukleotid- und Aminosaure-Sequenzen der a-Determinante 
sowie unmittelbar benaclibarter Regionen des Genotyps A, Subtyp adw von HBV 
dargesteJIt. . . • • ' 



Abb. 3 bildet die Nuleotid-Sequenz der aTDetenminante des HBV surface Anti- 
ens fur Subtyp adw des Genotyps A vori HBV ab im Vergleich zur Nfukleotid- 
Sequenz von HDB 05. - 




Abb. 4 fadt die Translations-relevanten Abweiclrungen'der Nuldeotid-Sequenz 
von HDB 05 zusammen. 

In Abb. 5 wird die Nukleotid-Sequenz von HDB 05 In der Region der a-Determl- 
nante sowie die erjtsprechende AminosSure^Sequenz dargestellt. Die. a-Deter- 
minante befindet sich zwischen Aminsaure No. 101 und 180 de^ klelnen HBsAg 
(Small, S). 

Abb. 6 stent die entsprechende PolypepJtld-Sequenzder a-Determinante von 
.HDB 05, die von der in Abb, 5 beschriebenen Nukleotid-Sequenz kodiert wind. 



■ ' ' ■ ■■■'."•=■•: is- ■ •• 

. ■ ' Die voriiegende Erfindung beschreibt eine neue Variahte des Hepatitis B Virus 
(HBV). die eine voiiig heue a-Determinante ais Resultat von.Aminos§ure-Austau- 
schen in den nachfolgenden aarPositionen der S-HBsAg Seque'nz auiweist FQ 
Beschreibung der Aniinosauren wird der 1-Buchstaben-Code'verwend^^^ 

. aa von HDB OS aa-Position . aa von adw/Genotyp A 

R • -115 ' . • T ' ■ - ■ . 

• ■ - .120 .. . P • • 

L ; • . . •• 154 . - •. • ■ ■■S ■ ■ • ■•. . . 

V - . . 164 ' .E • 

; AuBerdem liegt.in Position aa 181 von HDB 05 Arginin (R) statt Glh (Q) von 
• R 181 Q. ■ . 

Diese aa-Substitutionen lassen sich auf entsprechende Nukleotid-Substitutionen der 
. entsprechenden Codons ziirQclcfuhren. 

, Die yorliegende Erfindung betrifft eine isollerte Nukleotid-Sequenz, die fur die a-De- 
_ terminante des Vims i<odiert (Abb; 3 sowie SEQ iP |v|o.: t). ' 

Erfindung umfalit auch Nukleotide mit mindestehs 65 % Obereiristimmung, be- 
vorzug|t mindestens 75% Obereinstimmung und besonders bevorzugt mit mindestens 
90% Ober^instinrimung mit der NukleotidrSequenz der vorliegenden Erfindung bzw. 
Fragmenten davon sowie dazu komplemehtareSequenzen.. 

Obereinstimmung ist definiert als Grad der Gleichheit; Entsprechung oder Aqulvalenz 
zwiscfien z^ei gleichen StrSngen von zwei DNA Segmenten (Lesung entweder 5'> . 
37sense oder.3'> 57antisense). AusgedrQckt wird die Obereinstimmung ais prozen- : 
tuaier Wert, indem die Anzah! identlscher Basen zweier zu vergleicliender Sequqn- 
zen geteiltdurch die U§nge der kQrzeren Sequenz und mit 100 multipiiziert wird ' 



wobei der groBere Wert der groBten Obereinstlmmung entspricht (Smith et al.. Adv. 
Appl. Mathem. 2:482-489 (1981). 

Diese Bewertung ist auch auf aa-Sequenzen von Peptiden und Pfotelnen anwetidbar 
(Dayhoff. Atlas of Protein Sequences and Staicture. M.O Dayhoff ed. 5 Suppl. 3: . 
353-358, Nat. Biom.- Res. Found.. Washington D.C., USA, Gribskov, NucK Acids Res. 
.14 (6): 6745-66763. (1986).' 



Dern Fachmann Ist gelaufig, dall es neben dem sogenannten BestFlt-Programm der 
Genetic Computer Group (Madison. Wl) mehrere analoge Auswerteprogramme zur 
innittjung des; Oberelhstimmungsgrades gjbt. . 



Unter Kompiemehtaritat versteht man die Auspragung der Brndefahigl<eit zwei^r DNA 
Segmente. Bestlmmt wird diese GroSe. indem die Fahigl<eit eines sense-Stranges 
gemessen wjrd, mit einem antisense-Strang eines anderen DNA-Segments zu hybri- 
disieren, d-h. eine Doppelhelix zu bilden. Je ausgepragterdle Kompiemehtaritat . 
zwischen zwei Nukieotldsequenzen von zwei DNA-Strangen. ist, desto starker wird 
die Ausblldung yori Hybrid-buplex-Strukturen sein. .. ' ^ . . 

Die Erfindung umfaBt.auch Polypeptide", die von oben beschrieberien .Nukleotid-Se- ' 
quenzen kodiert werden. Insbesondere solche Afnlhosauresequenzen, die die a-D^^ 
temninante des.HBsAg bestimmen uhd Polypeptide, die mindestens eine Ahnlichkeit 
von 65%, bevorzugt 75 % und noch bevorzugter 95 % zu diesen Sequehzen autwei- 
sen. • • ' . . . 

Der Begriff Ahnlichkeit zwischen Aminosaure-Sequenzen ist definiert als das Voriie- 
: gen von identischen Aminosauren in zwei zu vergleichenden Polypeptlden. Bestimmt 
: wird die prozentuale Ahnlichkeit zweler Polypeptide mit dem Fachmann geiairfigen 
iVIerthoden, wobel ein hoher Prpzentwert eine hohe Entsprechung, Glelchheit oder 
Aquivalenz zweier Sequenzen bedeutet. • . • . 

FQrdle Beschrelbung der vorilegenden Erfindung wird unter elhem NuWeotid-Frag- 
ment eine konsekutive Folgfe von mindestens 9, beyorzugt 9-15, besonders bevor- ' 
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zugt 15-21 und sogar ganz besonders bevorzugt 21-60 Nukleotide aus der Nukleo- 
tidsequenz der neuen HBV-Variante verstartden. wobel auch :Mischungen derartiger < 
. Nukleotid-Fragmentenaheliegen. . " 

' ' ' ■ / " ' . . ■ ■ - 

Eih Polypeptid-Fragment wird als Folge von mindestens 3. bevorzugt 3-5. besonders 
bevorzugt 5-7 und sogar ganz besonders bevorzugt 7-20 Aminosauren aus der a- . - 
betermlnante der neuen HBV^ariant^ venstanden. wobei auch Mischungen derartl- . 
ger Polypeptid7Fragment& unter djese Erfiridung fallen. 

kUnter dieyorliegende Erfindung failt auch eine isolferte Nukleptid-Sequenz. die - 
ybridlsierbar ist und zu Nukleotid^Sequenzen fuhrt. die den Nukleotidsequenzen des 
IBsAgderneuen HBVyariante oderTeilen der a-Determlnante der neuen HBV ' 
Variante-entsprechen, komplementar daza sihd oder ajs 3ubtyp oder Mutation auf 
HDB 05 zurUckzufiihren sind-. - ■• ' • . 

Es ist fQrden Fachnriann naheliegend, dali eine Nuideotidsequenz nach deren Isolie- 
rung nach IVIethoden gem§S Stand der Tech.nik In prokaryontische (z:B. E. cbll). 
feukaryontlsche Wirtszellen (z,B. Chinese Hamster Ovary Cell) oder Hefe (zB.s/ 
Cerevlsiae) mit Hilfe eines Vektors oder Konstmktes eingebracht werdeh kSnnen (mit; 
dem Fachniann bekannten Melhoden wie z.B. Transfektion, Transformation oder 
Elektroporafion: Molecular Cloning: A.Laboratory. Manual. 2"^*^ ed.. Vol. 1-3. ed 
Sambrook et aL. Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), wobei transiente oder 
permanente Kulturen arigewendet werden 1<6nnen. 

bemzufolge umfaSt die yorliegende Erflndung isolierte Nukleotidsequenzen dera- 
Detennihante der neuen HBV Variante. Polypeptide, die durch diese Nukleotide ko- " 
diert werden. Vektoren. die Nucleotldsequehzen der a-Detemiinante der. neuen HBV • 
Variante enthalten wie auch die Wirtszelle. in die ein Vektor gebracht wird. 
Neben der Dirstellung yon Polypeptiden mit Hilfe eines Expressions-Systems (re- - . 
_kombinant oder gentechriologisch) ist es naheligend. daU arialqge Polypeptld-Struk- 
turen auqh vollsynthetisch hergestellt werden oder- direkt durxJh Reinigung aus der 
VIrusvariante. . 



Es 1st fQr den.Fachmann ebehso naheliegend; die Polypeptide oder Proteine der " 
neuen HBV Variante zur Erzeugung von monoklonalen und/oder polyklonalen Anti- 
korpern zu verwenden. die immunologisch an Bihdestellen (Epitope) der a-Determw 
; nanteder neuen HBV Variante binden. Die Methoden zur Darstellung von Antik5rpem 
sind dem. Fachman bekarint (z.B. Koehler et ah. Nature 256-494 <1 975). Mimms et 
al.,Vi. 176: 604-619 (1990); . 

Femer Igt es naheliegend, die a-Detemiinante der erfindungsgemalJen HDB 05-Vari- 
. ante in Fomri der g^amten Pplypeptidsequenz oder Teilen davon fQr die Bestim- 
mung von gegen die HBV Variante gerichteten Antikorpem zu venwenden : Anti-HBs- 
Anitikorper. . • . • '. . • . . . 

Dem Fachmanrh ist eine Vielzahl von Bestimmungsniethoden gelaufig, bei deneri mit 
Poiypeptiden aus der a-Detenrnlnante.der HBV Variante und Antik5rpern tierischen . 
Oder menschlichen IJrsprungs Immunkomplexe gebildet oder deren Blldung ge-. 
hemmt werden. \- . • 

Eine spezielle Ausl=Qhnjng stellt der sogenannte Enzymimmunoassay dar, von dem ' 
ein mSgirclies Testprinzip im folgendeh belspielhaft beschrieben wird. phne jedoch 
die erfin^JungsgeniaRe Idee daraufein-zuschranken: 

' • ' ' ' * . . - 

Bel dem sehr werf verbrettetet sogenannten Sandwich-Prinzip werden auf einem ge- 
eigneten Tr§ger (z.B. Mikropartikel, oder Oberfiache von Vertiefungen einer Mikro- 
titratipnsplatte) immobilisierte Epitop-tragende Polypeptid- oder Protein-Sequenzen 
.mit 6& Untersuchungsprobie inkubiert. An die Epitope gebundene Antik5it>er werden. 
riach entfemen QberschOssiger Probe detektiert. indem eine weitere inkubation er^ 
folgt mit Epitop-tragenden Polypeptid- oder Protein-Sequehzen. die mft einer Sonde 
versehen sind. Als Sonde wird hSufig efn Enzym eingesetzt. dessen kataiytische 
Umsetzung (nach Entfemen des Qberschflssigen ReSgenzes) eines geeigneten Sub- . 
strates zu einer Farbreaktk>n fDhrt;die photometrisch gemessen wird und deren In- 
tensitat dem in der i=»robe vorhandenen Antikdrpergehalt proportional Ist. 




. Neben d.leser speziellerT AusfQhrungsform sind auch Methoden bekannt; die hbmo- 
, gener Natur sind (d.h. keine bound/free Trennung erfordem). die ganz ohne Sonde 
auskommen (z.B. Agglutinatiqnsverfahren), mit bloBem Auge auswertbar sind (z.B. 
radiale Immundiffusion) oder sich anderer Sonden (z.B. radioaktive Isotope oder 
Chemilumineszenz) bzw. mehrerer Sonden bedienen i[wie z,B. Das Biotin/ ' ' 
Streptavidin-System). Ebenso kdnnen die Polyp»eptidstrulcturen der HBV Variante " 
durch anti-idlotypische Antikerper dargesteflt werdeh oder durch Wahl eines geelg- 
rieten Testprinzips auch Varianferi-spezlfisclie monoklohaie oder pojyklonale Ariti- 
kdrper zur Bestimmung von Anti-HBs-AntikQrpem (z.B. in.einem kompetitiven Test- 
format) herangezpgen werden, Es 1st ebenso bekannt. da(i durch Wahl des Testprin- 
■^ps auch eine Dlfferenzieriing der Immunglobulin-Klassen erfolgen kanh (z.B. durch 
las Jndirekte" Verfahren mit einem zwelten Klassen-spezifischen Antikorper (z.B. 
IgG Oder IgM spezffisch) mit Sonde oder mit Hilfe des sogenannten Anti-n-Prinzips 
(IgM spezifisch). Natiirlich mUssen die Methoden und Materialen (Inkl. Sonde uhd. " 
Polypeptidsequenzen) dem jeweiligen Ziel angepaBt werden. • . 

All diese AusfQhrungsfonnen entsprechen dem Stand der Technik; so dall unter „Be- 
stimniung von AntikQrpem. dte fiir die a^Determlnante der neuen HDB 05-Variante 
spezifisch sind" mit der voriiegehden Erfindung alle Verfahren verstandeh werden. . 
die sich zum Nachweisyori Immunglobulinen und./ oder Immunglobulin-Klassen ge- 

Igen die neue HBVVariante eignen; ungeachtetob alleine der Antikorper gegen die 
fieue Variante gesucht wird .oder In .Verbindung mit AntikQrpem gegen bekannte a- 
Determinanten und / oder bekannte Mutationen in der a-Region. 

SchlieBlich ist es ebenso naheliegend. monoklonale oder polyklonale Antikorper 
(Oder Mischungen bzw. Fragmente.davdn oder.Mischungen von Fragmentert), die 
mit Epitopen der neuen HBV Variante reagieren. dazu zu venA^enden. die a-Detemii- 
nante der erfindungsgenriaUen HBV Variante ih Fomi der gesamten Polypeptidse- . 
quenz oderTeilen davon in Untersuchungsproben zu bestimmen: HBsAg der4=IDB 
OS-Va'riante. 

Dem Fachmann ist eine VIelzahl von Bestimmungsmethoden gelSufig. bei denen mit 
einem oder mehreren monoklonalen Antlk6rper(n) oder poJyklonalen AntikQrpem 
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(Oder Mfechungen davon bzw. Fragmenten oder Mlschungen von Fragmenten). die 
spezifisch fiir die a-Detemninante.der HBV Variante sind. Immunkomplexe geblldet 
Oder deren Bildung gehemmt.werden. 

Eine spezielle AusfCihrung stelltder sogenannte Enzymimmunoassay dar. vpn dem 
ein megliches Testprinzljp im folgenden beispielhaft beschrieben winJ. ohn^ jedoob . 
die erfl.ndungsgem§Be Idee dsiraufzu beschranken: ' [' 

Bel dem sehr welt Verbreifetet sogenannten Sandwich'-Prinzip werden auf einem ge- 
eigneten- Trager-(z.B. Mikropartlkel oder Oberflache von Vertjefungen einer Mikro- 
iratlonsplatte) imnipbillsierle AnfkQrper oder Fragmente davon mit der Untersu- ' 
lungsprbl^fe Inkubiert. An die Antikorper gebundenes HBsAg wird nach Entfernen . 
Oberschussiger Probe detektiert, indem eine Weitere lnkub°ation erfolgt mit Antl-HBs- 
Antikorpern (monoklonal odser polyklona! oder Fragmente bzw. Mischungen dieser 
Fragmente). die mit einer Sonde versehen sind. Als Sonde wIrd hSufig ein Enzym 
■ eingesetzt, dessen kataiytische Unisetzung (nach Entfemen.des QberschQsslgeTi - 
Reagenzes) eines. geelgneten Substrates zu einer Farbreaktion fDhrl. die photome- 
trisch gemessen wird und deren Intensltat dem In der Probe vorhahdenen Antik6r- 
pergehalt proportional 1st. ■ . 

*Neben dieser spezlellen Ausfahrurigsforfn sind auch Methoden bekannt, die homo- ' 
ener Natur sind (d.h. kelne bound/free Trennung erfordem). die ganzohne Sonde 
aiiskommen (z.B. Aggiutinationsverfahren), mit bloliem Auge auswertbar sind (z.B. 
radial^ Immundiffuslon) oder sich anderer Sonden (z.B. radioaktive isotope oder 
Chemllumineszenz) bzw. mehrerer Sonden bedienen (wie z.B..Das.Biotln/- 
. Streptavldin-Systerh), 

Ali diese AusfQhrungsformen.entspreehen dem Stand dertechnik, so daB unt^r 
„Bestimmung von HBsAg der neuen HBV Vaiiante" mrf der vorilegenden Erfindung 
alle Verfahren verstanden yverden, die sich zum Nachweis von Polypeptidsequenzen 
Oder Antlgenerf der neuen HBV Variante elgnen. ungeachtet ob alleihe das HBsAg 
der neuen. Variante besfimmt wird oder in Verbindung mit HBsAg yon bekannten .a- 
DetenrjInantenund/oderbekanntenMutatibnenindera-Reglon. ... 




Ebenso ist es nahellegend, aus okonomlschen Grunden eine HBsAg-Bestimmung' ' 
mit einer Nachweismethode gegen einen weiteren Analyten (z.B. HIV-Antigen Oder . 
die gleichzeitige Bestimmung von HBV Varianten-HBsAg und dagegen gerichtete. 
spezifische Antikorper) in einem Testansatz (differenzierend oder nicht-differenzie. 
rend) zu kombinieren. /. 

in Bezug auf Nuldeinsaure-test (NAT) ist es nalieliegend, Nuldeotid-Sequenzen der 
vorilegenden Erfindung zu venrt/enden. urn DNA- Oligomere von 6-8 Nukieotiden 
Oder grtJBer herzusteiJen, die geeignet sind. als Hybridisierungssonden das viraie 
Genom der Iiier-beischriebeneri HBV Variahte in Personen nachzuweisen, die ver- 
|achtigt werden.-die Virus-Variante zu tragen oder z.B, im Blutspendewesen Blut- " 
:onsen/en auf Vorhandensein desrVarianten-Genoms entweder gezielt oder in Kom- 
bination mit dem Nacliweis von Nukleotidsequehzen bekannter HBV Varianten 
und/qder HBV-iy/lutatanten zu screenen. 

Ebenso konnen auf Basis der geifundenen Nukleotidsequenzen der neuen HBV 
Varianteentsprechende Primer entwickeit werden. . 

Femer.schlieBt die Erfindung auch eine Vakzine ein umfassend ein Polypeptid der 
vorliegenden Erfindung und ein gebr§uch|iches Adjuvans (z.B." Freund'sches adju- 
vans. Phosphat-gepufferte Saline o.a.). Eine derartige Vakzine kann dazu verwendet 
^iwerden. ,um;die Bildung von AntikSrpem in SSugetieren anzuregen. Ahnlich umfallt 
die Erfindung ein Partlkel. das eine Njcht-Varianten spezrfische AminosSure-Sequenz 
beinhaltet. die eine Partikel-Fbrmation Induziert zusammen mit einem Epitop-enthal- 
tenden Polypeptid, das spezifisch fQr die erfindungsgemaSe HBV Variante ist. 

. SchlleElich sind auch djagnostische Reagehzien als Kits GegenStand der Erfindung, 
die basierend auf den oben beschriebenen Verfahren einen Nachwels von HBV 
Varianten- spezTfischem Antigen (HBsAg) oder dagegen gerichtete AntikSrper (Anti- 
HBs), entweder als singulare Bestimmungen oder miteinander oder mit anderen be- 
kannten HBV-Antigen bzw. spezifisch damit reagierenden Antikdrpem bzw. auch mit" 
ganz anderen Analyten komblnierbar. 
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Zus§tzllch. konnen die voriiegenden Nukleotidsequenzen benutzt werden, um Primer 
und/oder Gensohden- herzustellen. weshalb adch Kits, enthaltend Primer und/oder 
Sonden zum Nachwels von HBV Varianten-spezifischer Nukleinsaure entweder ■ . ' 
alleine oder in Vertjindung mit bekannten HBV Nukleotids6qOenzen iri Untersu- 
chungsproben ebenfalls Gegfenstand der Erfindurig sind. 

Nuleotidsequenzen der Erfindung konnen auch dazu verwendet werden. sog. Anti- 
. sense OligonuWeotidedai^ustellen(ggfs.fDrtherapeutischeZwecke). 

SchlieBlich. kSnneh auf Basis der voriiegenden Nukleotidsequenzen auch Primer 
^^ntWickejt werden. die in der sog. Polymerase Chain Reaction VenArendung finden 
^■^CR). Die- PGR stent eine Methode dar; um eine gewunschte. Nukiebtidsequenz 
-^^^iner Nukleins§ure oder eines Nukleinsauregemisches zu amplifizieren. Dabei • 

werden die Primer jeweils spezifisch durch eine Polymerase mit der gewQnschten. 

NuWeinsaure ais Ueseraster.verikngert. Nach Dissoziation von dem Origlnalstrahg 

werden neue Primer hybridisiert und wiederam durch die Polymerase veriSngert. ' 

Durch WiedertibJung dieser Zyklen wird eine Anreicherung der gesuchten Zielse- 

quenz-MolekOle enreicht. \ 



AbschlieBend umfaBt die Erfindung aiich Kulturen von Gewebezellen, die mit der 
HBV Variante infizlert slnd ebenso wie die Isolierte HBV Variartte selbst. Auch eine 
immunogene Aufbereitung; die die dttenuierte oder Inaktivierte HDB 05 -Variante von 
' IBV enthait, ist Gegenstand der Erfindung;- . . 



Die nachfolgenden Beispiele sollen die voriiegende Erfindtmg beschreiben; aber 
. nicht aiif die beschriebenen Beispiele beschrSnken. 




Belspiel 1 : HBsAg-Besttmmung mittels Enzymimmunoassay, EIA 

Zur Bestimmung des surface Antigens von HBV. HBsAg im Blut der Patient^n aus 
Frankreich und Osterreich vyurde der Enzymimmunoassay Enzygnost ® HBsAg 5.0 
der Fa. Dade Behring GmbH; Marburg Deutschland angewendet. 

Es tiandeftsich um einen in Europa zugelassenpn und leistungsfaihigen Test der 
den Angaberi der Packungsbeilage gemaS abgearbeitet wurde. ... 

Das zu Grunde liegende Testprihzip ist ein sogehannter Sandwich Test im Mikroti- 
rplaitten-Fonnat: ■ ' . . 



1.00 pi der zu untersuchenden Probe werden in einem Einschritt-Verfahren rriit 25 pi 
Konjugat 1 (monoklonale HBsAg spezifische AntikfSrper von der Maus. die kovalent 
mit Biqtin markiert sind) und immobilisierten HBsAg-speziflscInen polyklonalen yS,nti-- 
kdrpem vbm Schaf in Kontakt gebracht. Nach 60-minQllger Inkubation bei 37°C und 
Entfertien QberschQssiger Komporienten durch 4-maliges Waschen der Platten-Ka- 
vi^ten werden 100 pi Konjugat 2 zugegeben. das aus Streptavfdln besteht, an das 
das Sonden^Enzym Peroxidase kovalent geburiden ist. 

Nach 30-minQtiger fnlcubation bfei 37»C und Entfemen QberschQssiger Komponenten 
durch 4-maliges Waschen der Platten-Kavitateh vyerden 75 pi Chromdgen-Puffer/- 
ubstrat-L5sung Zugegeben, gefolgt von einer 30-minQtigen Inkubation bei Raum- 
temperatur. Dje Entwicklung des blau gefarbten Tetramethylbenzidin-Farbstoffes 
wird durch Zugabe von 75 pi StoplSsung (Schwefets§ure) unterbrpchen und der 
Farbstoff bei 450 nm.photometrisch gemessen. • • 



; Die Intensitat der Farbentwicklung. gemessen an der optsphen Dichte (O.D.) 1st dem 
- Gehalt der Untersuchiingsprobe an HBsAg direkt proportional, wobei eIn O.D. Wert 
- von kleiner als dem Qrenzwert als HBsAg-negativ bewertet wird.^ Der Grenzwert ist . 
defiolert als der OiDJ-Mittelwert der parallel getesteten Kontrolle, negativ (im Testkit 
• enthallen), zu dem ein konsfanter Betrag von. 0*05 0,D, addiert wird. 
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Die Nachweisgrenzen des zur Untersuchung herangezogenen Lots (# 321374) 
wurden mit deh International akzeptierien StandardprSparationen des Paul-Ehrlich- 
Instltutes, Langen Deutschland zu 0,012 ng ad-Subtyp/ ml bzw. 0,015 ng ayrSubtyp / 
ml In parallelen Versuchsansatzen aus Testungen von VerdQnnungen der Standard- 
pr§paratlonen in HBsAg-negaflvem Serum durch graphische Interpolation ermittelt. 

Die Untersuchung der Proben #119617 und 11 8234,. aus derien auch die DNA-lsd- 
lierung vorgenommen. wurde, brachte in 2 unabhangigeri Versuchen an zwel ver- • 
schiedenSn Tagen fiir beide Proben Ergebnisse zwischen 0.02 uhd 0,05 O.D., die . 
den Kriterien des jestes entsprechend als HBsAg-negativ zu iiiterpretieren sind. Die 

KitgefUhrte Kontrolle, positiv (im Testkit enthalten) war dagegen ebenso posifiv 
'alldierungskriterien erfilllt) wie die ecwahnten ad- und ay-Standardpraparationen. . 

Beispiel2: isoiierung der HDB 05- DN A aus Probe # 118234 

Aus je einem 200 jjl-Aliquot der franzosischen liind Ssten-elchischeji Proben wurde 
die DNA isoliert, Indem der QIA amp® DNA Blood Mini Kit dei- F^a. QIagen, Hilden 
Deutschland) angewendet wurde. Dqbei wurden alje Verfahrensschritte Wie in der 
■ F=»ackungsbeilage .beschrleben befolgt urid die Elutjon In eInem Vblumen von je 50 |jl- 
vorgenommen. 

Beispiel S: Polymerase Ketten Reaktibn, PCR . 
3.1 HBV Primer 

. Die yier nachstehenden HBV Primer wurden venwendet: 
Primer 1 mit der 5'> 3'- Sequenz: 

GGGTCACCATATTCTTGdGAAC _ . • . • ~" 

. Primer 2 mit der 5'> 3*- Sequenz: 
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TATACCCAAAGACAAAAGAAAATTGG \ 

Primer 3 mit der 5'> 3'r Sequenz: i . 

GACTCGTGGTGGACTTCTCTC. 

Primer 4 mit der 5'> 3'- Sequenz: 
TACAGACTTGGCCCCCAATACC ... 

PCR-Ampiifikation 

Es wurde eine sogenanrite nested PGR. amplification des surface Antigens 
durchgefuhrt, vyobei der Perkln Elmer Ampli Taq ® DNA Polymerase Kit sowie 
der Thenmocyder Gene Amp ® PGR system 9700 der Fa. Perkin Elmer 
Applied Biosystems, USA venwendet wurde. 

Die Nukleotide wurden von der Fa. Amersham Biosciences, UK bezog^n. 

FQr den ersten AmplifiKations-Zykius wurden 5 ^1 d^r isbllerten DNA unter 
Yenivendung der oben genannten Primer 1 und 2 sowie folgeriden Bedingun- 
gen amplifiaert; 

PGR 1 rxn 

Primer 1 (10 pM) • — • 1 pi 

. Primer 2 (10 pM) 1 pi • 
lOfach konz. Puffer (incl. 15 pM Mg2CI) 5 pi . 

dNTP Mischiing (10 pM) 1 pi 

dest. Wasser . ' . 36,75 pi . 

Ampli Taq (5 U/ pO . - . ~ ' 0.25 ul . . . 

Pro Rdhrchen . 45 pi . Gesamtvolumen 
plus 5 ul i soiierte DNA 

• 50 pi Reaktionsvolumen 



ber 50 |jl-Ansa1z wurde unter Verwendung des. beschriebenen 
Thermocyclers unter folgenden Bedingungen amplifiziert: . . 

94" C, 1 min. / 94X. 28 sek. - 50° C. 26 sek. - 72 " C. 38 sek. 
(35 cycles) / 72 ' C. 5 min. / 8 "C soak. . 

In der zweiten Amplrfizlerungsrunde wurde 5 dfes ersten PGR 
•Produktes weiteir amplifiziert unter Verwendung der HBV Primer 3 
. und 4 und folgenden Bedingungen: 

PGR 2 rxn 



■Primers (10 pM) 
Primer 4 (10 pM) 
1 0 -fach konz. Puffer 

dNTP MIschung (10 mWI) 
dest. Wasser . . 
AmpliTaq(5.U/Ml) . 

. . ' Pro ROhrcheri 
' . plus 



1" Mi .. . ■ • 
1 pi 
. 5 '.pt 
i . pi 
. .36,75 pi 
0.25 ul 
45 pi. Gesamtvolumen. 
. •5 ul PGR Produkt v.rxn 
50 pi Reaktionsvolumen .. 



Dieser PGR 2- Ansatz wurde unter Verwendung des oben bescliriebenen 
Thermocyclfers amplifiziert wobei folgeiide Bedingungen angewendet wurden: 

94° G. 1 min. / 94"C. 28 sek. - 55". G, 28 sek. - 72 ' C, 38 sek. 
(35 cycfes) / 72 " G, .5 min. / 8 "G soak ■ 



AbscHlieUend wurde das PGR 2 Produkt elektrophoretisch au^etrerint (1..5 % 
Agarose).unter MitfOhren geelgrieter Molekulargewichtsmarker. Die Bande mit 
ca. 520 Basehpaaren Wurde ausgeschnitten und mlt;Hllfe des QIA quick Gel 
Extraction Kit der.Fa. Qiagen, Hilden Deutschland isoliert . 
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Beispier4: Sequenzierung von HDB 05 

Das gerelnigte PGR Produkt wurde von der Fa. Medigenomlx, Maitinsried 
Deutschland mit Hilfe des ABI 3700. Kapillar Systems sequenzlert in Verbin- 
dung mit der ABI BigDye terminator Chemistry Vereion. 1 .1 . urtd der AB! Se^ 
quencing Analysis Software Version 3.6. tinter Verwendung der In Bsp: 3 be- 
schri6benen Primer 3 und 4. . ■ 

. Sequenzierunigs-Ergebnis i 

Es konnte gezeigt werdeh, daG das HBsAg beider analysjerten Proben mlteln- 
ander Qbereinstimmt und innerhalb des sequenzierten Bereiches die beste ' 
Obereinstlmmung der Nukieotld- und Amiriosaure-Sequenz mit dem Genoty A, 
Subtyp adw zelgt. In der Region der a-Determlnante zelgten die analysierten . 
Proben aus Frabkelch und Osteireich fnltelnander uberelnstlmmend ihsge- " 
samt4 AmlnosaurerSubstltutlonenlm Vergleich zum GeriotypA, Subtyp adw 
(slehe auch Abb. 2 und 5): 



HDB 05: 


• 


. "A, adw: 


.^■) 


Arg (R) 


■ gegen . 


115Thr (T) 


2) 


Gin (Q) 


, gegen 


120 Pro (P) 


3.) 


Leu (L) 


gegen 


■ 154Ser (S) 


4.) 


Val (V) 


gegen 


164Glu(E) 



Zusatzllch llegt eine AmlnosSure-Substitutlon in der Position # 1S1 von 
5.) Arg(R) gegen . 181 Gin (Q), . . ' 

I 

DIese Ergebnisse wurden In mehreren unabhinglgeh Analysen beider unter- _ 
suchter Blutproben aUs Frankreiph und Osterrelch mft den glelchen Sequen- 
ziemngs-Ergebnlssen reproduziert, die Qberdles fDr belde unabhSngige Pro- * 
ben veillge Obereinstlmmung aufWelsen. 
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Patentanspruche: 



1: 



Isoliertes Oligo- bder.Polynukleotid mit einer der Sequenzen ausgewahit aus 
der Gruppe von SEQ ID No:1 bis SEQ ID.No:1 1: 



SEQ ID No: 1. 

/ 127 . GGGGGATCAC 
■ TCACTCACCA 
GTCTGCGGCG 
TTCTTATTGG 
AATTCCAGGA 
CTCCTGCTCA 
■ ACGGATGGAA 
' * . ' ' AAAATACCTA 
TAGTGCCATT 
. jrCAGCTATAT 



CCGTGTGTCT 
ACCTCCTGTC 
TTTTATCATA 
TTCTTCTGGA 
TCAACAAGAA 
AGGCAACTCT 
ATTGCACCTG 
TGGGTGTGGG 
TGTTCGGTGG 
GG 588 



.TGGCCAAAAT 
CTCCAATTTG 
TTCCTCTTCA 
TTATCAAGGT 
CCAGTACGGG 
ATGTTTCCCT 
•TATTCCCATC 
CCTCAGTCCG 
TTCGTAGGGC 



TCGCAGTCCC 

TCCTGGTTAT 

TCCTGCTGCT 

ATGTTGCCCG 

ACAATGCAAA 

CATGTTGCTG 

.CCATTGTCCT* 

TTTCTCTTGG 

TTTCCCCCAC 



CAACCTCtAA 
CGCTGGATGT 
ATGCCTCATC 
TTTGTCCTCT 
ACCTGCACGA 
TACAAAACCT 
GGGCTTTCGC 
CTCAGTTTAC 
TGTTTGGCTT 




SEQ ID. No: 2 ' * 

. 331 . CCAGGATCAA CAAGAACCAG TACGGGACAA TGCAAAACCT ' GCACGACTCCT 
GCTCAAGGCA ACTCTATGTT TCCCTCATGT TGCTGTACAA AACCTACGGA 

• . » TGGAAATTGC acctgtattc ccatcccatt gtcctgggct ttcgcaaaat 

ACCTATGGGT GTGGGCQTCA GTCCGT.TTCT CTTGGCTCAG TTTACTAGTG * 
CCATTTGTTC GGTGGTTCGT- AGGG 555 



SEQ ID No: 3 

331 ..CCAGGATCAA CAAGAACCAG TACGGGACAA .TGCAAAACCT GCACGACTCC 
TGCTCAAGGC AACTCTATGT TTCCCTCATG TTGCTGTACA AAACCTACGG 
ATGGAAATTGC ' ACCTGTATT CCCATCCCAT TGTCCTGGGC TTTCGCAAAA- 
TACCTATGGG TGTGGGCCTC AGTCCGTTTC 510 




SEQipNo:4 . , 

- 331 . CCAGGATCAA CAAGAACCAG TACGGGACAA TGCAAAACCT GCACGACTCC 

.TGCTCAAGGC AACTCTATGT TTCCCTCATG TTGCTGTACA AAACCTACGG 
ATGGAAATTG CACCTGTATT CCCATCCCAT ' TGTCCTGGGC TTTCGCAAAA 

- . TACCTATGGG ' ' ' ' . ' " ' . - ^ 
• . TGTGG '495 / 



SEQIDNo:5 . 

331 CCAGGATCAA CAAGAACCAx 
TGCTCAAGGC 390 



9GGACAA TGCAAAACCT GCACGACTCC 



SEQ ID No: 6 

331 CCAGGATCAA CAAGAACCAG. TACGGGACAA 360 
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SEQIDNo:? . 

• . 343 ■ AGAACCAGTA- CGGGACAAXG GAAAACCTGC ACGACTCCTG CTCAAGGCAA 
CTCTATGTTT CCCTCATGTT GCtGTACAAA ACCTACGGAT GGAAATTGCA • 
« CCTGTATTCC CATCCCATTG *CCTGGGCTT TCGCAAAATA CCTATGGGTG 
IGG 495 



SEQlDNorS 

. 343 . AGAACCAGTA CGGGACAA. 360 



SEQID]Sro:5 , 

460- TTGTCCTGGG . CTTTCiSCAAA ATACCTATGG GTGTGGGCCT CAGTCCGTTT 

CTCTTGGCTC AGTTTACTAG TGCCATTTGT TCGGTGGTTC GTAGGG ,555 

460 TTGTCCTGGG CTTTCGCAAA ATACCTATGG GTGTGGGCCT CAGTCCGTTT 
• , C . 510 ■ • - ... 



SEQIDNorll " 

■ 462 TTGTCCTGGG CTTTCGCAAA ATACCTATGG GTGTGG • 495 



Oligo. Oder Polynukleotid gemsa Anspruch 1 , das zu jeweils mihdestens 65% Oder 
66% Oder 67% oder 68% Oder 69% Oder 70% oder 71 % oder 72% oder 73% pder 
74% Oder 75% oder 76% oder 77% oder 78% oder 79% oder 80% oder 81% oder 
82% Oder 83% oder 84% oder 85% oder 86% oder 87% oder 88% oder 89% oder 
. 90% Oder 01 % oder 92% oder 93% oder 94% oder 95% oder 99% oder 97% oder 
98% Oder 99% mit einer der Sequenzen ausgewahlt aus der Gruppe von SEQ ID No l 
bis SEQ ID No:i1 identisch ist/ , • 

Oligo- Oder Polynukleotid gemaB Anspaich 1 oder 2. das mit einem, Oligo- oder 
Polyhukleiotid, welches eine zu eIner der Sequenzen, ausgewahlt aus der Gruppe von 
SEQ ID No:1 bis SEQ ID No:1 1, komplementSre Sequenz hat, unter stringenten 
Bedlngungen hybridisiert. 

Isoliertes Oligo- oder Polynukleotid, welches fOr HBs-Antigen des. Hepatitis B-Vims 
kocliert und ein Oligo- oder Polynukleotid gemSB einem der Ansprflche 1 bis 3 enthaiL 

Fragment eines Oligo- oder Polynukleotids, welches fQr HBs-Antigen des Hepatitis B- 
Virus kodlert, dadurch gekennzeichhet, dali das Fragmerit ein Oligo- oder Polypeptid 
gemSB einem der Ansprflche' 1 bis 3 enthait. 

Isoliertes Oligo- oder Polynukleotid, welches fOr die a-Determinante des HBs-Antigens 
des Hepatitis B-Virus kodlert und ein Oligo- oder Polynukleotid gemali einem der 
Anspruche 1 bis 3 enth§lt. 

Primer, der fOr ein Oligo- oder. Polynukleotid gemaB eineni der Ansprflche 1 bis 6 " 
spezifisch ist 
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Vektor, der mindestens ein Oligo- oder Polynukleotid gemas einem der AnsprQche 1 
bis5enth§lt. ' . > . . . . - . 

WIrtszelle, die einen Vektorgemas Anspruch 8 enthalt 

' 1 '■ ■■■ • •. ■ 

Ollgo- Oder Polypeptid welches durch ein Oligo- oder Polynukleotid jgemaii einem der 
AnsprQche .1 bis 5 kodiertwird. 

Isoliertes Oligo- oder Polypeptid, das eine Aminosauresequenz ausgewahit aus der 
. Gnjppe von SEQ ID No:12 bis SEQ ID No:22 hgt: 

SEQIDNo.: 12 

; . 43 G G S ..P V C L G Q N S Q' S P T S N H 

. S P T S C P P I CP G Y R W M C . L R R. F 

.i I F L F I L L L C L I F L L V L L D Y . 

■ Q G M L P V C ? L I P G S T R T- S, f G Q 

C K T C T. T P A Q G N S M F P . S C C C t 

.KP T D G N C T . C I , P I P L S W A F A K 

. ,Y L W V W A S V R F S W L S L L' V P F V- 

R, W F . V G L . S . P T . V W L S A I W 196 



SEQIDNo.: 13 ' 

111 P G S T R T S T G Q C K T C T T . P A 

QGN.S MFPS CCC T KP T DGNC T 

• C I P I . P L S W A F A . K Y L W V W A S V 

R -F S W L S L L V P F V . R W F V G 185 



SEQIDNo.: 14 

•-lllPG S.T.RTST G QCK T CTTPA 
Q G N S M F P S C C C T K P T D G. N C T 
C IP I.P LSWAF AKY.LWVWAS V 
R F 170 ' 



SEQIDNo.: 15 

ill. P G • S T R . T S T G Q C K^T C T T P A 

Q GN S MFPS..C CC T KP T DGNCT 

C I P 1 ■ P L S W- A F A K Y L W ,V W 165 

SEQIDNo.: 16 

111 P G S T R T S T G Q C k T C T T P A 

. . Q G 130 .. . . .. 

SEQIDNo.: 17 

111 P G S f R T S T G Q 120 - . 



SEQIDNo.: 18 

115 R T S T.G QC KTCTTPAQG N S 
M F P S C C C T K. P T D G N C T 0 I P I 



. P L S W A F A K Y L W V W 165 

SEQIDNo.:19 , '• 

115:. R.T S T G Q 120 ■ ■ '. \ 

SEQlDNo.:20 " ! . 

. . • 154 P I p.- L S W A F A .k Y L W V W A S V R- 
. ■ F S W L S . L .L V P F Y R W F V G X. 185 

S£QIDNo.:21 

154 P I P L S W A F A k Y L .W V W A S V R 
F .,170 

.SEQIDN<I.:22 ' • • 

.154: P I . P L S .W; A F A K Y L W V W ■ 165 

Oiigor- Oder Polypeptid gemali .Anspruch 10 oder 1 1 , das zu jeweils mindestens 65% 
Oder 66% oder 67% Oder 68%- oder 69% oder 70% oder 71% oder 72% oder 73% 
Oder 74% oder 75% oder 76% oder 77% oder 78% oder 79% oder 80% oder 81 % . ' 
Oder 82% Oder 83% oder 84% oder 85% oder 86% oder 87% oder 88% oder 89% 
Oder 90% Oder 91 % oder 92% oder 93% oder 94% oder 95% oder 99% oder 97% 
Oder 98% oder 99% mit einer der Sequenzen. ausgewahit aiis der Gruppe von SEQ 
ID No-1.2.bis SEQ ID No:22, identisch ist. 

Isoliertes Polypeptid entsprechend der Sequehz des HBs-Antigens d.es Hepatitis B- 
Virus, dadurch gekennzeichnet, dali es sin Oligo- oder Polypeptid gemaii einern der 
AnsprQche 10 bfs.12enttiait. . • . 

Fragment eines Polypeptids, welches derSequenz.des HBs-Antigen^ "des Hepatitis B- 
Vlrus entsprlcht, dadurch gekennzeichnet, daB das Fragment ein Oligo- oder 
Polypeptid gem§B eineim der Ansprdche l 0 bis 1 2 enthait. ... 

-Isoliertes Polypeptid, welches fQr die a-Determinante des HBs-Antigens des Hepatitis 
B-Virus kodiert, dadurch gekennzeichnet, dall es ein Oligo- oder Polypeptid gemSfi 
^ineni (deir AnsprOche lO .bIs .12 ehthait. 

Monoklonaler Oder polyklonalef AntikSrper, der gin HBsi-Antigen, enthaltend eiri Oligo- 
dder Polypeptid gemSfl einem der Anspriiche 1 0 bis 1 5'bindet, der an HBs-Antigeh 
eines Hepatitis B-Wildtypvirus aber nicht oder wenlgstens signifikant schwScher 
bindet. 

Ein anti-idiotypischer AntikSrper, def eine AminosSuresequenz gemaii einem der 
Anspriiche 10 bis .15 reprasehtiert. 

Testkit zum Nachweis oder zur Bestimmung mittels eicier Hybridislerungsreaktion 
einer Nukleinsaurfe, die fDr eIne Variante oder Mutante des Hepatitis B-Vinis spezifisch 
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ist. unter Verwendung mindestens eines Oligo- oder Polynukleotlds gem§R einem 
Oder mehreren der Anspruche 1 bis 7; 

Testki'tzum immunchemlschen Nachweis oderzur Immunchemlschen Bestimm.ung 
eines Antigens, das fQr eine Variante oder Mutante des Hepatitis B-Vjnjs.spezifisch ist, 
unter Venwendung/ mindestens eines monol<lonaien oder polyl<Ionalen Antikorpers 
gem§R Anspnjch. 1 6. 

Testkit zum immuncliemiscfien Nachvyeis oder zur.immunchemisclien Bestimmung 
eines gegen eine Variante oder iVlutante d'es. Hepatitis 6-Vinjs gerichteten Antikorpers 
unter Ven^/endung nnindestens eines Oligo- Oder Polypeptids gemaB einem der 
Anspruche 10 bis 15. . . • 

Immunogehes Peptid oder IVIischung immunogener Peptide enthaltend ein oder 
melirere Oligd- oder Polypeptide gemafi einem oder mehreren der AnsprQche 3 und 4 
alleine Oder in Verbindung mit bekannten HBV-lmmunogeneh. 



Dade Behring Marburg GmbH . 2003/5003!- MA 1252 



Zus4minenfassung: 



Weue Oberflachenprotein- (HBsAg-) Variante des Hepatitis B Virus 




Die Erfindung betrifft Sequenzen airier neuen Variante des Hepatitis B surface Ariti- 
iens (HBsAg)' und Metlioden zum Nacliweis von Nukleinsauren, Antigenen lind .. 
'dagegen gerichteteh AritiRerperji in Patientenproben. 
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This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the appHcant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 



Ul LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




